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論文内容の要旨
ウシ自ラクトグロプリン (ßLG) は pH2 から 8 という広い範囲で天然構造をほとんど変化することなく保持して
いる蛋白質であるが、 pH の変化に伴い様々な性質が変化することが知られている。これらの性質変化は局所的な構
造変化と関連があると考えられるため、アミノ酸残基レベルの構造変化を調べる必要がある。このような観点に基づ
き、 pH 依存的な性質の中で ßLG の二量体形成反応、 EF ルーフ。構造変化、及びリガンド結合の研究を行った。
熱力学的解析により、二量体形成反応の主要な駆動力を調べた。分析用超遠心機を用い、会合定数の温度依存性を
酸性条件下で調べた。測定データの解析から会合反応の ßCp が負であることが分かり、このことから会合の主な駆
動力は疎水相互作用であることが分かつた。
また、アミノ酸置換法により二量体会合面に存在する各アミノ酸の役割を調べた。 ßLG 二量体の結晶構造から、
会合に重要であると考えられる残基を置換し、それらの影響を超遠心分析で調べた。測定の結果、 I ストランドにお
ける 0 シート形成能をなくした変異体では会合定数が減少した。また、 AB ルーフ。の側鎖の電荷を除いた変異体で、は
会合定数に変化がなく、野生型と逆の電荷を導入した変異体では会合定数の減少が観察された。
これらの結果から、より詳細な ßLG の会合メカニズムが分かつた。二量体会合に関わる残基には安定化への寄与
と特異性の獲得の 2 つの役割があると考えられる。 AB ループで、の側鎖聞の相互作用は主に特異性の獲得に寄与して
おり、疎水相互作用はエネルギー的な安定化に寄与している。 1 ストランドにおける 8 シート形成は部位特異的であ
りかつエンタルビー的に大きな寄与をするため、両方の役割を持っていると考えられる。
続いて、中性 pH における ßLG の NMR 測定を行った。これまで、中性ではシグナル広幅化によるスペクトルの
劣化が起こるため NMR 測定はなされていなかった。そこで ßLG 中性 NMR の測定条件検索を行った。様々な条件
検討の結果、分子間 SS 結合により二量体構造が安定化した変異体、 A34C で高分解能のスペクトルを取得すること
ができた。
A34C 変異体を用いて、 EF ループの pH 依存的なコンフォメーション変化を調べた。タンフォード転移は ßLG の
よく知られた構造変化であり、 EF ループの“open" と“closed" と 2 つの構造問の転移が pH 7 付近で起こる。 HSQC
シグナルの変化からこの構造変化は非常に遅いことが示唆された。また、 “open" と“closed" 両方のコンブオメー
ションにおいて、 EF ループと隣接する GH ループの間で、水素結合が形成されており、この水素結合が EF ループの
運動性に寄与していることが示唆された。
更に、中性条件下で ßLG と ANS やパルミチン酸との結合を調べた。測定の結果からパルミチン酸はバレルの中に
結合することが観察され、結品構造の結果と一致した。一方、 ANS はバレルの入口と二量体会合面の 2 箇所に結合す
ることが示唆された。これらの結果は ßLG の多様な分子への結合能を示しており、このような性質が生体内での機
能と関連があるものと考えられる。
論文審査の結果の要旨
。ラクトグロプリンは蛋白質の構造安定性やフォールデイング、の特に重要なモデ、ル蛋白質であるにも関わらず、中
性溶液中での原子レベルの研究は進んで、いなかった。本論文では、ウシ 8 ラクトグロプリンの pH に依存した二量体
形成反応と、構造安定性の変化、疎水性分子結合を、さまぎまな部位特異的アミノ酸変異体と核磁気共鳴や熱測定な
どの手法を用いて研究し、それらの分子機構を原子レベルで明らかにした。本論文は、。ラクトグロブリンの構造安
定性やフォールディング機構の原子レベルで、の理解に新たな知見を与える独創的なものであり、関連分野の進展に大
きく貢献する優れた成果である。よって、本論文は博士(理学)の学位論文として十分に価値あるものと認める。
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